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 論文題名 
 Brother of the regulator of the imprinted site (BORIS) variant subfamily 6 is 
involved in cervical cancer stemness and can be a target of immunotherapy. 
 研究目的 
  癌幹細胞は放射線療法や化学療法に抵抗性を示す事が知られている。われわれは子宮
頸癌幹細胞を標的とした癌幹細胞特異的免疫療法を実現するため、子宮頸癌幹細胞の
遺伝子発現プロファイルを cDNA マイクロアレイ法にて検索し、癌精巣抗原である 
BORIS を同定した。BORIS は 17 種類の peptide variant が存在し、3’末端配列の相
同性から 6種類の subfamilyに分類されるが、癌幹細胞では subfamily (sf) 6がより特
異的に癌幹細胞に発現することを発見した。本研究は BORIS sf 6の子宮頸がん幹細胞
における分子機能を明らかにするとともに、BORIS sf6 を標的とした子宮頸がん幹細
胞標的免疫療法の可能性を検討し、子宮頸がん幹細胞標的免疫療法確立の基盤とする。                                   
 研究方法   
 子宮頸癌細胞株を用いて Sphere formation法により癌幹細胞様分画の抽出を行い、
癌幹細胞様性質である放射線耐性、化学療法耐性を評価し、細胞周期ならびに幹細胞
関連遺伝子の発現を評価した。子宮頸癌幹細胞優位に発現する遺伝子を cDNA マイク
ロアレイ法でスクリーニングし BORIS を同定した。BORIS 抗体を用いて子宮頸癌検
体を用いた免疫組織化学的検討を行った。BORIS特異的 siRNAを用いて knockdown
による機能解析を行った。BORIS の 6 種の sf の癌幹細胞における発現を RT-PCR で
評価した。BORIS variant のうち癌幹細胞に発現が見られた variant B0(sf1), 
B3(sf4),B6(sf6),C7(sf6)の過剰発現細胞を作成し、マウスへの腫瘍移植モデルで腫瘍形
成能を評価した。強い腫瘍形成能を示した BORIS sf6特異的なHLA-A2拘束性ペプチ
ドを設計し、HLA-A*0201 である健常ドナーのヒト末梢血単核細胞(PBMC)から CD8
陽性細胞を抽出し、BORIS sf6特異的細胞障害性 T細胞(CTL)の誘導を行い、ELISPOT 
assay、tetramer assay、killing assayを用いて免疫学的評価を行った。                                      
研究成績及び考察 
  子宮頸癌細胞株 CaSki ならびに TC-S より抽出した sphere は接着培養細胞と比較し
高い放射線耐性ならびに CBDCAに対する耐性を示した。細胞周期解析では sphereは
静止期優位であった。qRT-PCRでは SOX2,OCT4,NANOG,KLF4が sphereで高い発
現を示した。以上より子宮頸癌細胞株由来の sphereは癌幹細胞性を有すると考えられ
た。cDNA マイクロアレイによる遺伝子発現プロファイルの解析の結果、癌精巣抗原
BORISが sphere優位に発現する遺伝子として同定された。BORIS特異的プライマー
を用いた qRT-PCR では正常組織においては精巣のみに発現し、子宮頸癌細胞株の
sphereで高発現することが示された。FIGO StageⅢ/Ⅳの子宮頸癌患者 38症例の臨床
検体における BORIS の発現を BORIS 抗体による免疫組織化学染色で検討したとこ
ろ、BORISは 12症例で高発現を呈し、Kaplan-Meier法による生存分析ではBORIShigh
群は BORISlow群に比べ、Log-rank検定において有意に予後不良であった(p=0.0212)。
BORIS特異的 siRNAによる knockdownを行ったところ、BORIS knockdown 細胞で
は著名に sphere 形成能が抑制された。以上より BORIS は癌幹細胞優位に発現し癌幹
細胞性に関与する可能性が示された。BORIS は 23 の splicing variant mRNA と 17
の peptide variantを有する。効果的な免疫療法の確立のために、より癌幹細胞特異的
かつ癌幹細胞性に関与する BORIS variantの同定を試みた。6種類の BORIS sfの癌
幹細胞における発現を RT-PCR で解析したところ、CaSki,MS751 においては BORIS 
sf1,4,6 が sphere 優位に発現を示した。われわれは BORIS variant B0(sf1), 
B3(sf4),B6(sf6),C7(sf6)のレトロウイルスベクターによる過剰発現 CaSki、SKG3b 細
胞を作成した。Sphere formation assayでは BORIS B6の過剰発現細胞において有意
に sphere 形成能が亢進した。マウスへの tumor xenograft model においては 4 種の
BORIS variant すべてが mock に比べ高い増腫瘍能を示したが、CaSki/B6 細胞は他
のvariantよりもさらに高い腫瘍形成能を呈した。よってBORIS sf6がBORIS variant
において最も癌幹細胞性に関与することが示された。BORIS sf6特異的な C末端ドメ
イン(C34)よりHLA-A2拘束性ペプチドとしてBORIS C34_24(9),LLFIGTIKVを設計
した。Binding assay において BORIS C34_24(9)は HLA-A2 に高い結合を示した。
HLA-A*0201 である健常者ドナー３名の PBMC より CD8+細胞を分離し、BORIS 
C34_24(9)をパルスした CD8-由来の PHA blastを用いて CTL誘導を試みた。3名すべ
てで BORIS sf6 特異的 CTL が誘導されたことを ELISPOT assay で確認した。
PE-tetramerで標識された CTLを single cell sortingし、BORIS sf6特異的 CTLクロ
ーンを樹立した。BORIS sf6特異的 CTLクローンはペプチドパルスされた T2細胞、
HLA-A2陽性細胞株の CaSkiを標的とし、特異的 lysisが見られることを killing assay
で確認した。さらに、CaSkiと CTLクローンの非接着共培養においてはネガティブク
ローンに比べて著明に sphere 形成を抑制した。以上より BORIS sf6 由来 BORIS 
C34_24(9)ペプチドは内因性に MHC-classⅠに提示され CTL の標的となり、さらに
sphere形成を著明に抑制し癌幹細胞に対する免疫を誘導しうることが示された。 
結論 
BORIS variant sf6は癌幹細胞特異的に発現し癌幹細胞性に関与する。また BORIS sf6
は高い免疫原性を有し癌幹細胞を標的とする免疫療法に有用であると考えられた。 
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論文題名 
 
 
Brother of the regulator of the imprinted site (BORIS) variant subfamily 6 
is involved in cervical cancer stemness and can be a target of 
immunotherapy. 
(BORIS variant subfamily 6 は癌幹細胞性に関与し免疫療法の標的となり
うる。) 
 
結果の要旨 
 
本研究では子宮頸癌細胞株由来の sphere が癌幹細胞様性質を有することを証明し、癌幹細
胞のターゲットとなる抗原の候補として cDNA マイクロアレイから癌精巣抗原 BORIS を
同定した。BORIS の子宮頸癌患者における高発現は臨床的予後不良と関連した。BORIS
のペプチドバリアントは 6 種類の subfamily (sf)に分類されるが sf6 が最も癌幹細胞性に関
与し新たな癌幹細胞抗原であることを示した。新たな HLA-A2 拘束性エピトープである
C34_24(9)ペプチドを同定し、BORIS sf6 特異的 CTL は癌幹細胞を傷害した。これらは初
めて BORIS が癌幹細胞性に関与しヒトで BORIS 特異的 CTL が誘導されることを証明し
た研究であり、審査委員全員から医学博士授与に値するとの評価を得た。 
 
 
 
